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概要 
 
微小管は、-tubulin と-tubulinからなる重合体である。微小管は細胞内に分布し、細
胞骨格として機能しているだけでなく、細胞分裂時には紡錘体を形成するなど細胞内
において重要な役割を担っている。抗がん剤の分野では、目的タンパク質を標的とし
た薬剤が注目されている。その中でも微小管は細胞分裂に関与していることから、微
小管重合阻害剤のビンクリスチン、エリブリンや微小管脱重合阻害剤のタキソールなど
の微小管制御剤が抗がん剤として利用されている。また、近年、微小管は、アセチル
化やポリグルタミン化などの翻訳後修飾を受けることで、自身の構造安定化や神経変
性疾患の発症などに関与することが知られるようになった。これらの翻訳後修飾のうち
の一つである脱アセチル化には、ヒストン脱アセチル化酵素の一種である HDAC 6、
Sirtuin 2などの酵素が関係していると報告されている。したがって、微小管機能制御
剤の開発や微小管機能制御剤の生体内での働きの解明は、それらに関わる疾患の
治療につながることが期待される。 
本博士論文では、微小管に作用する新規低分子性抗がん剤の探索と、その生物活性
の評価を目的として行った研究の成果について述べた。申請者は、構造活性相関を
検討しつつ合成を行い、微小管重合阻害剤 K-240、HDAC 6阻害剤 K-480を創製す
ることに成功した。K-240は既存の微小管重合阻害剤とは異なり、正常繊維芽細胞
CCD-1059SKに対して事実上毒性を示さなかった。さらに、大腸がん細胞株 HCT116
移植ヌードマウスに対して有効な抗腫瘍効果を示し、有用性の高い薬剤であることを
示した。また、カルバメート系殺菌剤である benomyl は、微小管の重合を阻害し、かつ、
乳がん細胞株MCF-7において aromataseを増加させるリスクを持つことを見出した。 
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第一章では、生体内における微小管や翻訳後修飾を受けた微小管の機能について
概説した。微小管が様々な生体機能の調整や疾患に関与しており、微小管や微小管
の翻訳後修飾に関わる酵素を標的とした化合物について解説した。 
第二章では、aniline誘導体を骨格とした低分子抗がん剤の開発に取り組んだ結果を
述べた。ある種の大腸がん細胞では、-catenin と TCF-4が過剰に複合体を形成する
ことで、細胞増殖が過剰に活性化され、その結果としてがん化を引き起こしている。こ
のことに着目し、自身の構造内にジスルフィド基を有し、タンパク質中のシステインと結
合することによりタンパク質同士の結合を阻害することを目的とした
bis[2-(acylamino)phenyl]disulfide誘導体を創製した。これら誘導体のあるものは、強
い大腸がん細胞株HCT116細胞増殖抑制活性を示した。また、共同研究者によって、
細胞周期を G2/M期で制御すること、JNK経路を活性化して apoptosisを誘導すること
が認められた。さらに、がん細胞増殖にかかわるタンパク質複合体-catenin/TCF-4の
形成を阻害することも認められた。申請者は、更に、-catenin/TCF-4結合阻害活性を
有するNCX4040の硝酸エステル基に着目し、硝酸エステル基を有する種々の aniline
誘導体を合成し、評価した。その結果、K-240 は、種々のがん細胞株の増殖を抑制し、
HCT116細胞においては、NCX4040の活性を上回る細胞増殖抑制活性（IC50: 0.6 
M）を示した。一方、正常繊維芽細胞に対しては細胞増殖抑制活性を全く示さなかっ
た。また、K-240の作用機構を調査した結果、K-240は、微小管の重合を阻害すること
で、細胞周期をM期で制御し、apoptosisを誘導することが判明した。HCT116細胞移
植ヌードマウスにおける抗腫瘍活性試験では、コントロールと比べ、約 45％の抗腫瘍
効果を示し、K-240は in vivoでも作用する有用な低分子の抗腫瘍剤であることがわか
った。 
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第三章では、ヒト乳がん細胞株MCF-7における benomylの微小管重合阻害活性の作
用機序と aromatase増強作用を評価した。日本において女性が羅患するがんの多くは
乳がんであり、転移や浸潤が問題となっている。申請者は、ヒト乳がん細胞株MCF-7
を用いて(-)-epigallocatechin と(-)-epigallocatechin gallateによる転移や浸潤に及ぼす
影響を評価する中で、MCF-7は浸潤を強く起こすがんであることを認めた。第二章に
おいて、微小管重合阻害化合物は有用な抗がん剤となることが示唆された。しかしな
がら、微小管脱重合阻害剤であるタキソールは aromatase高発現卵巣顆粒膜細胞株
KGN細胞において、aromatase活性を亢進することが報告されている。aromataseの活
性化は異常な細胞増殖に繋がる恐れがある。そこで、同じく KGN細胞において
aromatase活性を亢進することが報告されている微小管重合阻害化合物 benomylを用
いて、aromatase発現ヒト乳がん細胞株MCF-7における benomylの微小管重合阻害
活性の作用機序、および aromatase活性の増強作用について評価した。その結果、
benomylは細胞周期を G2/M期で制御し、apoptosisを誘導することが分かった。また、
高濃度処理の benomylは、aromataseの mRNA、タンパク質を増加させた。一部の
HDAC阻害剤が aromataseの発現に関与していることが知られていることから、
benomylにも HDAC阻害活性が無いかを調べたところ、benomylは、 100 Mで
HDAC 1の活性を約 27%阻害し、acetylated histone H3を増加させた。以上の結果より、
benomylはMCF-7においても aromataseを亢進するリスクがあることを見出した。 
第四章では、微小管に作用する脱アセチル化酵素阻害剤の探索を行った。微小管の
脱アセチル化酵素としてHDAC 6、Sirtuin 2が報告されている。これらの阻害剤を探索
するため、第二章で合成した aniline誘導体に加え、Sirtuin 1, 2阻害剤である sirtinol
の構造をヒントに、2-hydroxy-1-naphthaldehyde誘導体を創製し、HDAC 1, 4, 6、
Sirtuin 1 – 3に対する阻害活性を評価した。その結果、K-480が HDAC 6に対して比
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較的強い阻害活性（IC50: 9.4 M）を示すことを見出した。K-480は HDAC 6に関わる
神経疾患のメカニズムの解明に重要なツールとなると考えている。 
第五章では、第二章から第四章までで得られた知見を総括した。申請者は構造活性
相関を検討しつつ合成を展開し、微小管重合阻害剤 K-240、HDAC 6阻害剤 K-480
を創製した。特に、前者に関しては、タンパク質、細胞、動物レベルでそれぞれ生物活
性を明らかにした。更に、benomylには、エストロゲン受容体をもつ乳がん細胞におい
て、微小管重合阻害活性のみならず、aromataseを増加させるリスクがあることを明らか
にした。以上、申請者が見出した化合物は、微小管や翻訳後修飾微小管が関わる生
体内機能の解明に寄与するだけではなく、がん、神経変性疾患、等の治療薬に応用
することができるものと期待される。 
 
以上
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第一章：緒言 
 
微小管は、-tubulinと-tubulinからなる重合体である。微小管は細胞内に分布し、
細胞骨格として機能しているだけでなく、細胞分裂時には紡錘体を形成するなど細胞
内において重要な役割を担っている。1)-4) 抗がん剤の分野では、目的タンパク質を標
的とした薬剤が注目されている。その中でも微小管は細胞分裂に関与することから、
微小管重合阻害剤のvincristine、eribulinや微小管脱重合阻害剤のtaxolなどの微小
管制御剤は、抗がん剤として利用されている(Fig. 1)。5)-10) 
 
Fig. 1. 微小管制御剤の作用機構 
 
また、近年、微小管は、アセチル化やポリグルタミル化などの翻訳後修飾を受けるこ
とが発見されている。これら微小管の翻訳後修飾は、自身の構造安定化や神経変性
疾患の発症などに関与することが知られるようになった。11)-20) 一部の疾患の原因には、
ヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC)の一種であるHDAC 6、Sirtuin 2が関係していると
報告されている(Fig. 2)。16)-20) 例えば、神経細胞においてHDAC 6を阻害することによ
って、脳由来神経栄養因子(BDNF)の小胞輸送を増加させ、その結果としてハンチン
トン病を軽減したり、Sirtuin 2の阻害により、-シヌクレインの毒性を減少させ、その結
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果としてパーキンソン病を改善したり、といった報告がある。16), 20) したがって、微小管
制御剤の開発や微小管制御剤の生体内での働きの解明は、それらに関わる疾患の
治療につながることが期待される。 
 
Fig. 2. 微小管の翻訳後修飾と微小管の脱アセチル化に関わる疾患 
 
本博士論文では、微小管に作用する新規低分子性化合物の探索と、その生物活
性の評価を目的として行った研究の成果について述べる。 
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第二章：硝酸エステル基を有する新規 tubulin重合阻害剤 K-240の創製 
 
第一節：脂肪鎖、および硝酸エステル基を有する aniline誘導体の合成とその抗が
ん活性の評価 
 
近年、日本における病気の死亡原因の第一位は、がんであり、その中でも大腸がん
は近年増加傾向にある。一部の大腸がんの患者において、-cateninの異常が認めら
れている。-cateninは、Wnt signalに関わるタンパク質であり、核内に移行し、TCF-4と
結合することにより、細胞増殖に関わる Cyclin D1などの細胞増殖に関わる遺伝子群
の発現を活性化する。21), 22) その後、-cateninは、分解に関わる GSK-3や APCなど
のタンパク質と複合体を形成し、ユビキチン化を受けた後、分解される。大腸がん細胞
では、-cateninの構造に異常がある、又は分解に関わるタンパク質が変異しているた
め、細胞増殖に関わる遺伝子の活性化が異常に起こり、その結果として異常な細胞増
殖が引き起こされている。このことに着目し、共同研究者は自身に硫黄原子を有する
化合物を合成し、TCF-4の変わりに-catenin と結合する化合物を合成すれば、
-catenin/TCF-4の複合体による異常な細胞増殖を抑制できると考え、
bis[2-(acylamino)phenyl]disulfide誘導体を創製した (Fig. 3)。23)  
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Fig. 3. Wnt signalに着目した化合物の創製 
 
これら誘導体の bis[2-(2,2-dimethylpropanoylamino)phenyl] disulfideは、強い大腸
がん細胞株HCT116細胞増殖抑制活性を示した。また、共同研究者によって、細胞周
期を G2/M期で制御すること、また、JNK経路を活性化して apoptosisを誘導すること
が認められた。さらに、がん細胞増殖に関わるタンパク質複合体-catenin /TCF-4の形
成を阻害することも認められた。これらの結果を受け、bis(2-aminophenyl) disulfide、又
は o-aminothiophenolを用いた様々な炭素数の直鎖脂肪鎖を有する誘導体を合成し、
それらのがん細胞に対する増殖抑制効果を評価した(Scheme 1, Table 1)。 
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Scheme 1. bis[2-(acylamino)phenyl]disulfide誘導体 1 – 6の合成経路 
 
Table 1. 各がん細胞に対する bis[2-(acylamino)phenyl]disulfide,  
o-aminothiophenol誘導体 1 – 6のがん細胞増殖抑制活性 
 
Compound HCT116 SKBR3 
lung
IC50 (M)
breast
A549
colon
SW620 MCF-7
3 (K-154) >100 6.3 41.1>1004.8
1 18.121.3 35.740.110.3
2 6.823.3 29.323.26.1
4 >100 >100 >100>100>100
5 >100 >100 >100>100>100
6 25.3 20.6 39.246.914.4
group
acetyl
hexanoyl
octanoyl
caprinoyl
pentadecanoyl
―
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Table 1に示すとおり、炭素数 6, 8の直鎖脂肪鎖を有する
bis[2-(acylamino)phenyl]disulfide誘導体 2, 3が大腸がん細胞株 SW620、乳がん細胞
株 SKBR3に対して強い細胞増殖抑制活性を示すことがわかった。また、炭素数 2の
直鎖脂肪鎖を有する bis[2-(acylamino)phenyl]disulfide誘導体 1は、細胞増殖抑制活
性は低いものの、全ての細胞種に対して細胞増殖抑制活性を示した。それに対して、
炭素数 10, 15の直鎖脂肪鎖を有する bis[2-(acylamino)phenyl]disulfide誘導体 4, 5で
は、がん細胞増殖抑制活性を全く示さなかった。これらの結果より、直鎖脂肪鎖の炭
素数の違いによって、がん細胞増殖抑制活性を調節できることを認めた。この知見に
基づき、官能基の特徴を変化させることにより、がん細胞に対する細胞増殖抑制活性
を調節できるのではないかと推察した。そこで、-catenin /TCF-4複合体形成阻害活
性を有すると報告されている NCX4040の構造をモチーフとした化合物の創製を行っ
た(Fig. 3)。24), 25) NCX4040はアスピリンを骨格とし、硝酸エステル基を有するハイブリッ
ド化合物である。アスピリンと同様の低分子骨格として、種々の aniline誘導体を選択し、
硝酸エステル基を有する誘導体を創製し、種々のがん細胞に対する細胞増殖抑制活
性を評価した(Scheme 2, 3, Table 2)。26) 
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a c
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K-243: m-chloromethyl (63.7%)
K-240: p-nitrooxymethyl   (55.4%)
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K-246: H            (34.7%)
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f
 
Scheme 3. aniline, phenol誘導体の合成経路 
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Table 2. ヒトがん細胞に対する aniline誘導体のがん細胞増殖抑制活性 
 
Table 2に示すとおり、MCF-7を除く、すべての細胞種において o-aminophenolを基本
骨格とし、硝酸エステル基を有するK-210、anilineを基本骨格とし、硝酸エステル基を
有する K-240が、それぞれ NCX4040を上回る強いがん細胞増殖抑制活性を有する
ことがわかった。さらに、K-210、K-240の Cl体である、K-211、K-241においてもそれ
ぞれの硝酸エステル体と同程度のがん細胞増殖抑制活性を示した。aniline骨格の
K-240、phenol骨格の K-490によるがん細胞増殖抑制活性の比較から、がん細胞増
殖抑制活性の主な骨格は aniline骨格であると考えた。K-210 と K-250のがん細胞増
殖抑制活性の比較から、K-250は K-210 とは異なり、aniline骨格の o-位にある N原
子(K-210では O原子)がアミド結合を形成しているため、化合物の立体構造が固定さ
Compound HCT116 SKBR3 MDA-MB-231
breastcolon
SW620 MCF-7SW480
K-210 0.7 0.7 >100 1.40.8 3.8
K-211 0.60.6 58.1 0.80.8 6.9
K-230 18.547.6 >100 30.025.8 22.2
K-480 6.2 6.3 >100 6.77.6 8.4
K-250 >100 >100 >100 >100>100 >100
K-241 1.2 0.7 54.3 0.80.8 0.9
K-240 0.6 0.7 >100 0.80.8 0.8
K-242 19.3 8.2 >100 8.48.4 13.3
K-244 >100 >100 >100 >100>100 >100
K-246 >100 >100 >100 >100>100 >100
K-245 24.8 9.8 >100 >100>100 >100
K-490 17.9 50.1 >100 47.716.9 80.7
NCX4040 68.0 25 >100 14.415.1 19.1
IC50 (M)
 16 
 
れたことが、がん細胞増殖抑制活性に影響したと考える。また、硝酸エステル基を持
たない aniline誘導体 K-244から K-246は、K-240 と比べ弱いがん細胞増殖抑制活
性、またはがん細胞増殖抑制活性を示さなかったことから、硝酸エステル基ががん細
胞の増殖抑制活性に深く寄与していると推察した。なお、ヒト正常繊維芽細胞
CCD-1059SKにおける細胞毒性試験を行った結果、K-210, K-240は 200 M以下の
濃度で毒性を示さなかった。従って、がん細胞増殖抑制活性を有する官能基として硝
酸エステル基は有効であり、骨格となる化合物は aniline、又は aminophenolが有効で
あることがわかった。 
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第二節：硝酸エステル基を有する aniline誘導体 K-240によるがん細胞増殖抑制機
構の解明 
 
第一節で、K-240が特に大腸がん細胞株 HCT116に対して、強いがん細胞増殖抑
制活性を示したことが判明したので、本節では、この HCT116細胞を用いてその作用
機構の解明に取り組んだ。 
NCX4040は Quinone methideを形成することで、活性酸素種である活性酸素を除
去する Glutathione と結合し、その結果としてがん細胞の細胞毒性を示すことが報告さ
れている (Fig. 4)。27) 
 
Fig. 4. NCX4040の作用機構 
 
そこで、K-210、K-240 も何らかのタンパク質と作用する過程で硝酸エステルを放出し
ているかを調べるため、NO3－を検出する Griess assayを行った (Fig. 5)。陽性対照物
として SNP (sodium nitroprusside)を用いた。28) その結果、Fig. 4に示すように K-210、
K-240は硝酸イオンを培地中に放出したが、その量は NCX4040 と比べて低いもので
あった。 
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Fig. 5. 培地中における NO3－の濃度 
 
従って、K-210、K-240によるがん細胞増殖抑制機構はNCX4040の場合とは異なると
推定されたので、次に、フローサイトメトリーによって、HCT116細胞における K-210、
K-240が細胞周期に与える影響を評価した。細胞周期を G2/M期で制御する陽性対
照物として vincristineを用いた。細胞周期の解析の結果、K-210、K-240はNCX4040
の場合と異なり、細胞周期を G2/M期で制御（K-210: 29.3%, K-240: 51.8%）した(Fig. 
6)。 
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Fig. 6. K-210, K-240による細胞周期への影響の評価 
 
また、他の aniline誘導体のうち、がん細胞増殖抑制活性の比較的強かった K-230、
K-242、K-480が細胞周期に及ぼす影響を調べた。その結果、Table 3に示すとおり、
効果の程度に差はあるものの、全ての薬剤は細胞周期を G2/M期で制御していた。 
 
Table 3. aniline誘導体による細胞周期制御活性 
 
 
 
K-240 20 M
vincristine 10 M
K-210 20 M
control NCX4040 40 M
Compound
K-242 60.1 30.09.4
K-230 28.763.6 11.0
K-480 41.941.8 15.5
G0/G1 S G2/M
% of gated cells
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続いて、K-210、K-240は細胞周期を G2期、又はM期のどちらで制御しているかを確
認するため、M期にのみ発現するリン酸化 histone H3 (Ser10)の発現量をWestern 
blotting、免疫染色法を用いたフローサイトメーターによる解析で確認した。29)-31) その
結果、K-210、K-240では、リン酸化ヒストン H3が高発現していたことから(K-210 20 
M: 26.4%; K-240 20 M: 46.2 %)、両者はM期で細胞周期を制御していることを確
認した(Fig. 7、8)。 
 
Fig. 7. Western blottingによるリン酸化 histone H3 (Ser10) 発現量の解析 
 
 
Fig. 8. フローサイトメーターを用いた 
リン酸化 histone H3 (Ser 10) 発現量の解析 
control NCX4040 40 M vincristine 150 nM
K-240 20 MK-210 20 M
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微小管制御剤は、一般に、微小管を重合阻害、又は脱重合阻害することで細胞周期
をM期で制御することが知られている。K-210、K-240は微小管の重合、又は脱重合
のどちらに対して作用するかを調べるため、tubulinの重合阻害試験を行った(Fig. 9)。 
本試験では、ブタの脳由来の tubulinを用い、tubulinの重合とともに DAPI由来の蛍
光強度が高くなることを利用して tubulinの重合度を評価した。評価の結果、K-210、
K-240は vincristineと比べて、その度合いは低いものの、tubulinの重合阻害活性を示
した。 
 
Fig. 9. K-210, K-240による微小管重合阻害試験 
 
続いて、HT-1080細胞における、-tubulinの抗体を用いた免疫染色法で、K-210、
K-240は vincrstine と同様の細胞形態を示したことから、重合阻害活性を認めた(Fig. 
10)。32) したがって、両化合物は微小管の重合を阻害することにより、細胞周期をM
期で制御したと結論された。また、Griess assayの結果より、K-210、K-240は微小管と
control
K-240 20 M
vincristine 10 M
K-210 20 M
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結合することにより、NO3-を放出したのではないかと考える。 
 
Fig. 10. HT-1080細胞における K-210, K-240が微小管に与える作用 
 
K-210、K-240によって誘導されるHCT116細胞の apoptosisの割合を TUNEL法で調
べた。即ち、apoptosis細胞ではDNAが断片化され3’末端が増加する。本試験法では、
3’末端に fluorescein-12-dUTPを付加することで apoptosis細胞の割合をフローサイトメ
トリーにより評価した。その結果、K-210、及び K-240は、コントロール(7.3%)と比べ、20 
Mで、細胞の apoptosisを、それぞれ 36.4%, 及び 24.2%誘導した(Fig. 11)。 
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Fig. 11. K-210, K-240による apoptosisの誘導 
 
したがって、K-210、K-240は微小管の重合阻害活性を示すことによって、細胞の
apoptosisを誘導することが判った。 
  
control
K-240 20 M
vincristine 150 nM
K-210 20 M
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第三節：ヒト大腸がん細胞株 HCT116移植ヌードマウスに対する K-240による抗腫
瘍活性の評価 
 
HCT116細胞を用いた in vitroの評価で K-240は細胞周期をM期で制御することに
よってがん細胞増殖抑制活性を示すことがわかった。そこで、in vivoで K-240が抗腫
瘍活性を有するかを調べるため、HCT116細胞移植ヌードマウスを用いた抗腫瘍活性
試験を行った。腫瘍をヌードマウスの皮下に投与し、腫瘍サイズが 80 mm3に成長し
た時点で K-240を腹腔内に投与した。2日, 2日, 3日毎のスケジュールで 50 mg/kg、
又は 80 mg/kgを投与し、マウスの腫瘍サイズを測るとともに体重を測定した。投与開
始から 18日目に投与を終了し、3日後 (計 21日後)にマウスから腫瘍を摘出した。そ
の結果、K-240 80 mg/kg投与群は、コントロール群と比較して約 45%の腫瘍増殖抑
制効果が見られた(Fig. 12 (A))。本試験では、コントロール群、K-240投与群共に類
似の体重変化を指名していたことから、K-240による体重減少はなかった(Fig. 12 
(B))。 
 
Fig. 12. HCT116移植ヌードマウスにおける 
K-240の抗腫瘍活性(A)とマウスの体重変化(B) 
 
control
K-240 50 mg/kg
K-240 80 mg/kg
control
K-240 50 mg/kg
K-240 80 mg/kg
(A) (B)
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摘出した腫瘍は、4%ホルマリン固定液で固定後、定法にてパラフィン包埋し、ミクロト
ームにより 4 m厚切片をスライドグラスに張り付け、ヘマトキシリン・エオシン染色にて
病理組織学的観察を行った。K-240 80 mg/kg投与群では、コントロールに対して、約
8%の壊死巣の増加を認めた(Fig. 13)。 
 
 
Fig. 13. マウスから摘出した腫瘍切片における壊死巣の割合 
 
以上のことから、K-240は in vivoでも有効な低分子抗腫瘍剤であることがわかった。 
  
Control K-240 50mg/kg K-240 80mg/kg
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第三章：ヒト乳がん細胞株MCF-7における tubulin重合阻害剤 benomylの作用機序と
aromatase活性に与える影響の評価 
 
第一節：ヒト乳がん細胞株MCF-7に対する benomylの細胞増殖抑制活性の評価、
並びに微小管重合阻害活性の検討 
 
乳がん細胞は、ある一定まで増殖すると浸潤し、リンパ節、血管を通じて転移するこ
とが問題点となっている。33), 34) 緑茶は、がんを予防する効果があると報告されている
ことから、当研究室では、(-)-epigallocatechin と(-)-epigallocatechin gallate (Fig. 14)の、
がん細胞浸潤、転移に対する効果を調べると共に、35) これら catechinが、ヒト乳がん細
胞株MCF-7の浸潤を抑制するかどうかを画像解析で評価した。 
 
Fig. 14. (-)-epigallocatechin と(-)-epigallocatechin gallateの構造 
 
この結果、並びに共同研究者による転移・浸潤系を用いた研究で、MCF-7は強い
浸潤、転移作用を示し、両 catachinがこれを阻害することが認められた。したがって、
乳がん細胞に作用する薬剤の生物活性を詳細に解明することは、乳がん細胞増殖抑
制剤の開発に有力な情報を与えることが出来るものと考える。第二章において述べた
ように、微小管重合阻害剤は有用な抗がん剤となりうる。その一方で、微小管重合阻
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害活性を有するカルバメート系抗菌剤 benomyl とその代謝物である carbendazim (Fig. 
15)や微小管脱重合阻害剤である taxolが、aromatase高発現卵巣顆粒膜細胞株KGN
細胞において、aromatase活性を亢進する内分泌かく乱物質として作用することが報
告されている。36) - 38)  
 
Fig. 15. benomyl と carbendazimの構造 
 
aromataseは男性ホルモン(androgen)を女性ホルモン(estrogen)へと変換する酵素で
ある。estrogen receptor (ER)を持つ細胞は、estrogenによって細胞増殖が亢進する。そ
のため、aromataseの過剰な活性化は、乳がん細胞などの aromataseが発現している組
織で異常な細胞増殖を引き起こす恐れがある (Fig. 16)。benomyl とその代謝産物で
ある carbendazimは、乳がん細胞の微小管重合を阻害し、細胞増殖を抑制する活性を
持つことが報告されている。39), 40) しかし、その詳細な機構や aromataseの酵素、及び
遺伝子発現の活性化については知られていなかった。 
N
N
NH
N
HO
O
O
N
H
N
NH
O
O
benomyl carbendazim
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Fig. 16. 微小管制御剤による aromatase活性化が及ぼす影響 
 
そこで、申請者は、benomyl、carbendazim を用いて、aromatase発現ヒト乳がん細胞
株MCF-7における benomylの微小管重合阻害活性の作用機序、および aromatase
活性の増強作用について調べた。まず、MCF-7細胞における benomyl、carbendazim
による細胞増殖抑制活性を測定した。その結果、benomylは濃度依存的にがん細胞
増殖抑制活性を示した。一方、carbendazimは benomyl とは異なり、細胞増殖抑制活
性をほとんど示さなかった(Fig. 17)。 
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Fig. 17. MCF-7における benomyl, carbendazimによる細胞増殖抑制活性 
 
また、benomylによる tubulin重合阻害能がどの程度であるかを確認するため、
tubulin重合阻害試験を行った(Fig. 18)。26) 陽性対照物は、微小管重合阻害剤である
vincristineを用いた。その結果、benomylは vincristine (10 M)と比べて高濃度(60 
M)でも比較的弱い tubulin重合阻害活性であった。 
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Fig. 18. benomylによる微小管重合阻害試験 
 
そこで、benomyl、carbendazimがMCF-7の細胞周期に及ぼす影響をフローサイトメ
トリーにより評価した。その結果、benomyl、carbendazimはそれぞれ 40 Mで細胞周
期を G2/M期で制御し、apoptosisを強く誘導した(benomyl: 57.7%, carbendazim: 
68.0%) (Fig. 19)。 
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Fig. 19. フローサイトメトリーによる DNA ヒストグラム 
 
Rathinasamy, K らの報告によれば、benomylは HDAC 6を阻害し、acetyl tubulin量
を増加することで、p53の核内移行を亢進する。38) そこで、benomylによる acetyl 
tubulin量を抗 acetylated -tubulin抗体を用いた免疫染色法で確認した(Fig. 20)。陽
性対照物として、HDAC 6阻害活性を有するVorinostatを用いた。39) benomylは 5 M 
(Fig. 20 (D))から acetyl tubulin量を増加させ、40 Mでは外側に向けて放射状に突起
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した異常形成微小管を認めた(Fig. 20 (E))。 
 
 
Fig. 20. Ac-tubulinの免疫染色 
 
一部の HDAC阻害剤が aromataseの発現に関与していると報告されている。40) - 42) 
HDAC阻害剤の Entinostatは acetyl histone H3の発現量を増加させ、aromataseの転
写活性を亢進することが報告されている。40) Benomylが HDAC 6阻害活性を有するこ
とが報告されていることから、他のHDACアイソザイムを阻害する可能性が無いかを調
べるために、HDAC 1 – 3の阻害活性を評価した (Table 4)。その結果、benomylは、 
100 Mで HDAC 1活性を約 27%阻害し、HDAC 2、3は阻害活性を示さなかった。
carbendazimは HDAC 1 – 3に対して全く阻害活性を示さなかった。 
benomyl (40 M)
Vorinostat (1 M)
(A) (B)
(F)
(C)
(E)
0.5 % DMSO
benomyl (5 M)
(D)
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Table 4. benomyl、carbendazimによる HDAC 1 – 3阻害活性の評価 
 
 
また、Fig. 21に示すとおり、合わせて acetyl histone H3の発現量を調べた。結果、
benomylは濃度依存的に acetylated histone H3の増加を認めることがわかった。この
結果から、benomylは aromataseを含む何らかの遺伝子の転写活性を増強したと考え
る。 
 
Fig. 21. Western blottingによる Ac-histone H3発現量の評価  
% inhibition of HDACs at 100 M
HDAC 2HDAC 1 HDAC 3
benomyl
carbendazim
NI27 NI
NINI NI
NI: no inhibition
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第二節：ヒト乳がん細胞株MCF-7における benomylによる aromataseの発現、及び
活性の影響の評価 
 
benomylは薬剤濃度で挙動が異なることが報告されている。38) 低濃度では微小管の
acetyl化を誘導し、高濃度では微小管重合阻害効果を示す。この知見に基づき、申請
者は、aromatase発現ヒト乳がん細胞株MCF-7を用いて、benomylの濃度と aromatase
活性の関係を評価した。まず、MCF-7に対して cell counting kit-8を用いて細胞の生
存率を測定し、細胞毒性を示さない濃度を調べるための試験を行った(Fig. 22)。 
 
Fig. 22. benomylに対するMCF-7の耐性評価 
 
評価の結果、benomylは、10 M までは細胞毒性を示さなかったため、次に述べる
aromatase活性測定には、benomylを最高濃度 10 Mで使用した。aromatase活性の
亢進に伴い、testosteroneから estrogenへの変換が促進され、ERを有するMCF-7細
胞の細胞増殖が活性化する。43) そこで、活性炭/デキストラン処理した低ホルモン血清
を含む培地で培養したMCF-7細胞に、testosterone と benomyl (0.1 – 10 M)を添加し、
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細胞増殖率を評価することによって aromatase活性の亢進の有無を調べた。その結果
は、Fig. 23に示す通りで、testosterone単独添加群ではコントロールに比べ約 20%の
細胞増殖が認められたが、benomyl + testosterone群では、testosterone単独添加群と
比べ、有意な差が認められなかった。故に、benomylは、少なくとも 10 M までの濃度
では、aromataseを活性化しないと考える。 
 
 
Fig. 23. MCF-7における間接的 aromatase活性測定試験 
 
そこで、細胞内における aromataseの発現に及ぼす影響を評価するため、benomylを
処理したMCF-7におけるmRNA量、aromataseタンパク質量を調べた。43) なお、陽性
対照物として、cAMP レベルを上昇させ aromataseの発現を活性化する forskolinを用
いた。44) Fig. 24に示す通り、reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
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では、benomylは、40 Mで aromataseのmRNAを増加させ、その増加量は forskolin
の場合 (100 nM) を上回った。これに対応して、Western blottingでは、benomyl 40 
Mで aromatase タンパク質量の増加が認められた (Fig. 25)。 
 
Fig. 24. RT-PCRによる aromatase mRNA量 
 
 
Fig. 25. Western blottingによる aromatase タンパク質の発現量 
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以上の結果から、高濃度の benomylはMCF-7における mRNA と aromatase タンパク
質量を増加させ、乳がんを増悪させる内分泌かく乱物質となる可能性があることが見
出された。 
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第四章：微小管に作用する脱アセチル化酵素阻害剤の探索 
 
第一節：2-hydroxy-1-naphthaldehyde骨格、または硝酸エステル基を有する aniline
誘導体の合成と HDACs, Sirtuins阻害活性の評価 
 
 微小管は生体内でアセチル化やポリグルタミル化などの翻訳後修飾を受けることで
構造の安定化や他の微小管に関与するタンパク質との相互作用を支援している。
11)-20) 神経細胞と微小管は深く関係しており、微小管の脱アセチル化に関する HDAC 
6や Sirtuin 2は、神経変性などの疾患に深く関与していることが報告されている。16), 20)
例えば、神経細胞において HDAC 6を阻害することによって、脳由来神経栄養因子
(BDNF)の小胞輸送を増加させ、その結果としてハンチントン病を軽減したり、Sirtuin 2
の阻害により、-シヌクレインの毒性を減少させ、その結果としてパーキンソン病を改
善したり、といった報告がある。したがって、これら酵素の活性を阻害することで、これら
の疾患の治療薬となるのではないかと考えた。HDAC 6は Zn2+依存的、Sirtuinは
NAD+依存的に tubilinの脱アセチル化反応などを引き起こす。Sirtuinは 1 – 7の 7種
あり、各種 Sirtuinはいずれも NAD+依存的に脱アセチル化反応、又は ADP リボシル
化反応を行うことが報告されており、Sirtuin 2は tubulinに作用することが知られている
(Fig. 26)。45), 46) 
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Fig. 26. Sirtuin 1 – 7の働きと生体内作用 
 
Sirtuin 1, 2阻害剤として、2-hydroxy-1-naphthaldehyde骨格を有する種々の阻害剤が
報告されている(Fig. 27)。47)-53) 
 
 
Fig. 26. 2-hydroxy-1-naphthaldehyde骨格を有する Sirtuin阻害剤 47)-53) 
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これら阻害剤のうち、初期に発見された Sirtinolの構造に着目し、
2-hydroxy-1-naphthaldehyde誘導体の創製と、それらによるHDAC 1, 4, 6と Sirtuin 1 – 
3の阻害活性を評価した(Scheme 3, Table 5)。57) また、第三章の benomylが微小管重
合阻害活性だけでなく、HDAC 6阻害活性を有していたことから、第二章の微小管重
合作用を有していた、硝酸エステル基を有する K-240誘導体についても同時に評価
を行った(Table 6)。 
 
Scheme 3. Sirtinol類似体の合成経路 
 
Table 5. Sirtinol類似体による HDAC1, 4, 6, Sirtuin 1 – 3阻害活性の評価結果 
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Table 6. K-240誘導体による HDAC1, 4, 6, Sirtuin 1 – 3阻害活性の評価結果 
 
 
その結果、m-aminophenol を骨格とし、硝酸エステル基を有する K-480が HDAC 1, 6
に対して強い阻害活性を示した。また、それぞれの IC50値は、HDAC 1は 15.6 M、
HDAC 6は 9.4 Mであった。また、2-hydroxy-1-naphthaldehyde骨格の aniline誘導
体 KS-226, KS-228は、Sirtuin 2阻害活性を認めなかったものの、強い Sirtuin 1阻害
活性を示した(KS-226: IC50 = 14.2 M, KS-228: IC50 = 39.4 M)。そこで、Sirtuin 1は
p53の脱アセチル化に関与しているため、KS-226, KS-228のがん細胞増殖抑制活性
を評価した(Fig. 28, Table 7)。 
 
Compound HDAC 1 HDAC 6 Sirtuin 1
class III
% inhibition at 100 μM
class II
Sirtuin 3
*Assays were performed in duplicate.
class I 
HDAC 4 Sirtuin 2Ar
KS-220 phenyl -0.9 4.0 13.1 8.0 8.9 23.5
p-sirtinol 17.7 3.3 19.3 45.7 30.2 26.5
KS-228 o-hydroxyphenyl 16.0 5.7 17.4 69.9 22.4 20.0
KS-227 m-hydroxyphenyl 32.3 5.1 18.2 18.0 19.9 35.1
KS-221 p-hydroxyphenyl 7.7 7.2 18.5 4.9 27.8 19.6
KS-226 3,5-difluorophenyl -7.3 4.5 19.0 80.9 27.9 10.5
KS-224 p-bromophenyl 20.1 4.4 18.6 15.9 26.3 13.4
KS-222 p-chlorophenyl 31.4 10.0 16.9 12.7 22.6 10.8
KS-229 p-iodophenyl 2.3 5.4 14.4 11.3 27.4 12.8
KS-223 m-aminocarbonylphenyl -8.7 7.6 16.8 21.9 1.8 15.4
o-sirtinol 36.2 11.1 13.4 26.7 32.1 45.2
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Fig. 28. KS-226, KS-228, p-sirtinolの構造 
 
Table 7. KS-226, KS-228, p-sirtinolのがん細胞増殖抑制活性 
 
 
Table 7に示すとおり、KS-226, KS-228は、ヒト乳がん、大腸がん、肺がん細胞株 に対
して、p-sirtinol とほぼ同等以上の細胞増殖抑制活性を示した。特に、これら化合物は
他の細胞種と比べ、乳がん細胞株に対して、強い細胞増殖抑制活性を示した。そこで、
細胞内におけるSirtuin 1阻害活性を確認するため、大腸がん細胞株SW480における
acetylated p53のwestern blottingを行った(Fig. 29)。その結果、KS-226､ KS-228共に
acetylated p53量を増加させたことから、細胞内でも Sirtuin 1阻害活性示したと考え
Compound HCT116 SKBR3 MDA-MB-231
lung
p-sirtinol 62 25 15 49
% cell viability at 100 μM*
breast
A549
*Measured after a 3-day incubation of test compounds with cells.
Assays were performed in triplicate.
colon
SW620 MCF-7
11
SW480
54 68
KS-228 476 14 195324 19
KS-226 1366 12 511542 59
OH
N
F
F
OH
N
OH
OH
N
N O
H
KS-226 KS-228 p-sirtinol
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る。 
 
Fig. 29. Western blottingによる Ac-p53発現量 
 
また、acetyl p53は apoptosisを誘導することから、両化合物が SW480の細胞周期に与
える影響を評価した。Fig. 30に示すとおり、KS-226は G2/M期が増加した (34.0 %)。 
一方、KS-228は S期(51.9 %)とG2/M期 (22.6 %)を増加させ、骨格となる aniline誘導
体により、細胞周期に与える影響が変化することを認めた。 
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Fig. 30. KS-226, K-228による細胞周期への影響 
 
したがって、KS-226, KS-228は細胞内でも作用する Sirtuin 1阻害剤のリード化合物と
なりうることがわかった。 
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第五章：結論および要約 
 
微小管は自身の重合、脱重合により細胞周期に関わるだけでなく、アセチル化やポ
リグルタミル化などの翻訳後修飾を受けることで生体内における安定性や他タンパク
質との相互作用を支援している。これらの働きに着目した抗がん剤、神経変性疾患な
どの治療薬の開発が期待されている。また、微小管制御剤は有用な抗がん剤である
が、微小管の制御がaromatase活性を亢進することも報告されており、過剰なaromatase
の活性化はがん細胞の増殖活性化を引き起こす可能性もある。そこで、申請者は、微
小管に作用する新規低分子性抗がん剤の探索と、その生物活性の評価を目的として
研究を進めた。 
第二章では、硝酸エステル基を有する新規tubulin重合阻害剤K-240の創製につい
て述べた。当研究室では、Wnt signal経路の-catenin /TCF-4複合体の形成を阻害す
ることを目的とした、bis[2-(acylamino)phenyl]disulfide誘導体を創製してきた。申請者
は、bis(2-aminophenyl) disulfide、又はo-aminothiophenolを用いた様々な炭素数の直
鎖脂肪鎖を有する誘導体を合成し、それらのがん細胞に対する増殖抑制効果を評価
した。炭素数6, 8の直鎖脂肪鎖を有するbis[2-(acylamino)phenyl]disulfide誘導体1, 2
が大腸がん細胞株SW620、乳がん細胞株SKBR3に対して強い細胞増殖抑制活性を
示すことを認めた。この結果により、申請者は、官能基の変化によるがん細胞増殖抑
制活性の調節が可能であると考えた。そこで、-catenin /TCF-4の複合体の形成阻害
活性を有すると報告されているNCX4040の構造に着目した。NCX4040は、アスピリン
と硝酸エステル基を含むスペーサーから構成されるハイブリッド化合物である。そのた
め、アスピリンと同じく低分子のaniline誘導体を基本骨格とし、種々の誘導体の創製、
それらのがん細胞増殖抑制試験を行った。その結果、anilineを基本骨格とし、硝酸エ
ステル基を有するK-240は、大腸がん細胞株HCT116においてNCX4040(IC50 :68.0 
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M)を上回るがん細胞増殖抑制活性(IC50 : 0.6 M)を示した。また、K-240は
NCX4040の作用機構とは異なり、tubulin重合阻害活性により、細胞周期をM期で制
御し、細胞増殖抑制活性を示していた。HCT116移植ヌードマウス試験におけるin vivo
での評価においても、K-240 80 mg/kg投与群は、コントロールに対して約45%の抗腫
瘍活性を示した(Chart 1)。 
 
 
Chart 1 
 
第三章では、ヒト乳がん細胞株 MCF-7 における tubulin 重合阻害剤 benomyl の作用
機序と aromatase 活性に与える影響の評価について述べた。当研究室では、
(-)-epigallocatechin と(-)-epigallocatechin gallate の、がん細胞浸潤、転移に対する効
果を調べた。申請者は、両catechinによるヒト乳がん細胞株MCF-7の浸潤抑制効果の
画像解析や共同研究者による転移・浸潤系を用いた研究結果から、MCF-7 は強い浸
潤、転移作用を示し、両 catachin がこれを阻害することが認められた。したがって、乳
がん細胞に作用する薬剤の生物活性を詳細に解明することは、乳がん細胞増殖抑制
剤の開発に有力な情報を与えることが出来るものと考え、微小管重合阻害活性を有す
るカルバメート系抗菌剤 benomyl による MCF-7 細胞へ与える影響の評価に取り組ん
だ。aromatase 高発現卵巣顆粒膜細胞株 KGN 細胞において、微小管制御剤である
taxol、benomyl が aromatase 活性を亢進することが報告されているが、他の aromatase
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発現組織では評価されていない。そこで、benomyl が aromatase 発現乳がん細胞株
MCF-7においても aromatase亢進作用を示すかを評価した。benomylを高濃度処理し
た場合、aromatase mRNA、タンパク質レベルを増加した。また、benomyl は HDAC 1
を約 27%阻害し、aromataseの活性化に関係する acetylated histone H3の発現を濃度
依存的に増加した。本結果から benomylはMCF-7においても aromataseを亢進するリ
スクがあり、内分泌かく乱物質として働くことを見出した (Chart 2)。 
 
 
Chart 2 
 
第四章では、微小管に作用する脱アセチル化酵素阻害剤の探索について述べた。
微小管の脱アセチル化に関与する酵素であるヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC)の
一種である HDAC 6 と Sirtuin 2に着目した。既存の Sirtuin 1/2阻害剤である sirtinol
の活性部位は、2-hydroxy-1-naphthaldehyde であることから、それに aniline 誘導体を
付加した誘導体を合成し、HDAC 1, 4, 6 と Sirtuin 1 – 3の阻害活性を評価した。また、
第二章の K-240 関連化合物が微小管重合阻害活性を有していたことから、併せて評
価した。その結果、m-aminophenolを基本骨格とし、硝酸エステル基を有するK-480が
HDAC 1, 6に対して強い阻害活性を示した。また、2-hydroxy-1-naphthaldehyde骨格
を有する誘導体は強い Sirtuin 2 阻害活性を示さなかったものの、3,5-difluorophenyl
基を有する KS-226、o-hydroxyphenyl基を有する KS-228は Sirtuin 1に対して強い阻
 48 
 
害活性を示した。これら化合物は、ヒト大腸がん細胞株 SW480 において acetylated 
p53量を増加させた。また、両化合物は細胞周期に影響を及ぼし、KS-226は G2/M期 
(34.0 %)、KS-228は S期 (51.9 %)と G2/M期 (22.6 %)をそれぞれ増加した。本結果
から、K-480は HDAC 1, 6阻害剤、KS-226, KS-228は Sirtuin 1阻害剤のリード化合
物となりうると考える (Chart 3)。 
 
 
Chart 3 
 
以上、私が見出した化合物は、微小管や翻訳後修飾微小管が関わる生体内機能
の解明に寄与するだけではなく、がん、神経変性疾患、等の治療薬に応用することが
できるものと期待される。 
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実験の部 
 
融点測定は、Yanaco MP-500Dを使用した。IR (KBr、又はCHCl3) スペクトルは、
FTIR-8400 (島津製) を使用した。Low-resolution (LR)-FAB-MS は、JEOR JMS-HX 
100 を使用し、high-resolution (HR) 及び LR-electron impact (EI)-MS )はJEOL The 
Tandem Mstation JMS-700 を使用した。1HNMR はJEOL-EX-400 (400 Mz) を使用し、
tetramethylsilaneを内部標準として含む溶媒(DMSO、又はCHCl3)を使用した。シリカ
ゲル薄層クロマトグラフィー (TLC とPLC) は、Silica gel 60 F254 (Merck, 0.25と1.0 
mm, respectively) を使用した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーは、Silica Gel 60 
(70-230 mesh ASTM) を使用した。全ての溶媒はNa2SO4で脱水し、減圧濃縮した。乳
がん細胞株SKBR3、MDA-MB-231、MCF-7、肺がん細部株A549、大腸がん細胞株
HCT116、SW620、SW480、ヒト正常繊維芽細胞CCD-1059SKは、American Type 
Culture Collection から購入した。RPMI 1640培地はSigma-Aldrich (St. Louis, MO)か
ら購入した。McCoy’s 5A培地、50 g/mL penicillinG/50 g/mL streptomycin sulfate、
Trypsin 0.25%は、Invitrogen Corp (Carlsbad, CA, USA）から入手した。BCA protein 
assay Kit は、Thermo Fisher Scientificから購入した。WST-1 assayに使用したCell 
Counting Kit、WST-8 assayに使用したCell Counting Kit-8は、Dojindo Laboratories 
(Kumamoto, Japan)から購入した。BD CycletestTM Plus DNA reagent Kitは、Becton 
Dickinson and Companyから入手した。TUNEL assayに使用したDeadEndTM 
Fluorometric TUNEL Systemは、Promegaから購入した。フローサイトメトリーによるデ
ータの解析は、FACS Cant II flow cytometer (Becton Dickinson and Company)によっ
て行った。vincristine sulfateはWako Chemicals (Osaka, Japan)から購入した。
Propidium iodideは、Dojindo Laboratories (Kumamoto, Japan)から購入した。抗体は
histone H3は、Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)から購入した。ECL-Plus reagentは、GE 
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Healthcare UK Ltd. (Buckingham, U.K.)から入手した。tubulin polymerization assayに
使用したTubulin Polymerization Assay (Cat. #BK011P)、General Tubulin Buffer (Cat. 
#BST01-001)、Tubulin Glycerol Buffer (Cat. #BST05-001)、GTP (Cat. #BST06-001)、
Tubulin (porcine brain) (Cat. #T240-A)はCytoskeletonから購入した。DAPI solutionは、
Dojindo Laboratories (Kumamoto, Japan)から購入した。Female BALB/c-nu.nu nude 
mice (5 週齢)は、Japan SLC Inc.から購入した。実験動物は、大阪薬科大学で飼育し、
大学の規定に従って実験を行った。 
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第二章に関する実験 
 
第一節 脂肪鎖、および硝酸エステル基を有する aniline 誘導体の合成とその抗が
ん活性の評価に関する実験 
 
1.1 bis(acylamino)phenyl)disulfide、o-aminophenol誘導体の合成 
1.1.1 bis(2-(acetylamino)phenyl)disulfideの合成 
【合成】 
2-aminophenyl disulfide (200mg, 0.81 mmol)を無水 CH2Cl2 (5 mL)に溶解し、pyridine 
(200 L, 0.81 mmol)、acetyl chloride (130 L, 1.83 mmol）を加え常温、常圧で 1時間
撹拌した。反応液を CHCl3 で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、
有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をシリカゲルカラムクロマト
グラフィー (酢酸エチル：ヘキサン＝1：4) により精製し、白色結晶を得た(178 mg, 
0.54 mmol, 66.2%)。 
Mp: 163.8 – 164.7 °C. IR: 3244.0, 3186.2, 2970.2, 2869.9, 1660.6, 1577.7, 1525.6, 
1460.0, 1436.9, 1380.9, 1276.8, 1238.4, 1201.6, 1157.2, 1099.3, 1035.7, 948.9, 937.3, 
887.2, 744.5, 686.6, 596.0, 470.6 cm-1. 1H NMR:  8.44 (2H, dd, J = 1.5, 8.4 Hz), 8.10 
(2H, brs), 7.41 (2H, ddd, J = 1.5, 7.8, 8.4 Hz), 7.34 (2H, dd, J = 1.5, 7.8 Hz), 7.26 (2H, 
dt, J = 1.5, 7.8 Hz), 2.30 – 2.37 (2H, m), 1.17 (12H, d, J = 6.9 Hz). 
 
1.1.2 bis(2-(propionylamino)phenyl)disulfideの合成 
【合成】 
2-aminophenyl disulfide (400mg, 1.61 mmol)を無水 CH2Cl2 (5 mL)に溶解し、pyridine 
(400 L, 1.62 mmol)、propionyl chloride (281 L, 3.22 mmol）を加え常温、常圧で 1
 53 
 
時間撹拌した。反応液をCHCl3 で希釈後、1% HCl、飽和NaHCO3、飽和食塩水で洗
浄し、有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をシリカゲルカラム
クロマトグラフィー (酢酸エチル：ヘキサン＝1：4) により精製し、白色結晶を得た 
(402mg, 1.11 mmol, 69.2%)。 
Mp: 137.8 – 138.9 °C. IR: 3386.8, 3247.9, 2869.9, 2391.6, 1678.0, 1643.2, 1575.7, 
1467.7, 1433.0, 1361.7, 1305.7, 1226.6, 1161.1, 1058.8, 1035.7, 931.6, 916.1, 771.5, 
750.3, 626.8, 455.2 cm-1. 1H NMR:  8.52 (brs, 2H), 8.46 (2H, dd, J = 1.5, 8.4 Hz), 7.40 
(2H, ddd, J = 1.5, 7.8 Hz), 7.21 (2H, dd, J = 1.5, 7.8 Hz), 6.94 (2H, dt, J = 1.5, 7.8 Hz), 
1.25 (18H, s).  
 
1.1.3 bis(2-(hexanoylamino)phenyl)disulfideの合成 
【合成】 
2-aminophenyl disulfide (497 mg, 2.00 mmol)を無水 CH2Cl2 (5 mL)に溶解し、pyridine 
(400 L, 1.62 mmol)、hexanoyl chloride (564 L, 4.10 mmol）を加え常温、常圧で 1時
間撹拌した。反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄
し、有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をシリカゲルカラムクロ
マトグラフィー (酢酸エチル：ヘキサン＝1：4) により精製し、白色結晶を得た(151mg, 
0.34 mmol, 17.0%)。 
Mp: 68.0 – 69.7 °C. IR: 3274.9, 2952.8, 2929.7, 2866.0, 1660.6, 1519.8, 1469.7, 1434.9, 
1321.1, 1182.3, 972.1, 744.5, 678.9, 588.2 cm-1. 1H NMR:  8.40 (2H, d, J = 8.4 Hz), 
7.97 (2H, brs), 7.36-7.42 (4H, m), 7.00 (2H, dt, J =1.2, 7.2 Hz), 2.16 (4H, t, J = 6.1 Hz), 
1.53-1.60 (4H, m), 1.30 – 1.40 (8H, m), 0.92 (6H, t, J = 6.8 Hz). FAB-MS m/z: 445.6 
(M+H)+ calcd for C24H32N2O2S2 : 444.6531. 
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1.1.4 bis(2-(octanoylamino)phenyl disulfide (K-154) の合成 
【合成】 
2-aminophenyl disulfide (497 mg, 2.00 mmol)を無水 CH2Cl2 (5 mL)に溶解し、pyridine 
(400 L, 1.62 mmol)、octanoyl chloride (698 L, 4.10 mmol）を加え常温、常圧で 1時
間撹拌した。反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄
し、有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をシリカゲルカラムクロ
マトグラフィー (酢酸エチル：ヘキサン＝1：4) により精製し、白色結晶を得た (841 mg, 
1.68 mmol, 84.0%)。 
Mp: 79.0 – 81.0 °C. IR: 3267.2, 3192.0, 2923.9, 2848.7, 2405.1, 1662.5, 1577.7, 1523.7, 
1465.8, 1438.8, 1409.9, 1284.5, 1234.4, 1033.8, 962.4, 732.9, 686.6, 464.8, 405.0 cm-1. 
1H NMR:  8.34 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.97 (2H, drs), 7.37 – 7.42 (4H, m), 7.00 (2H, t, J 
= 7.6 Hz), 2.16 (4H, t, J = 6.1 Hz), 1.56 – 1.63 (4H, m) 1.26 – 1.36 (16H, m), 0.89 (6H, 
t, J = 6.8 Hz). FAB-MS m/z: 500 (M+H)+. HRFAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for 
C28H41N2O2S2: 501.2609. 
 
1.1.5 bis(2-(caprinoylamino)phenyl disulfideの合成 
【合成】 
2-aminophenyl disulfide (400 mg, 1.61 mmol)を無水 CH2Cl2 (5 mL)に溶解し、pyridine 
(400 L, 1.62 mmol)、caprinoyl chloride (638 L, 3.22 mmol）を加え常温、常圧で 1時
間撹拌した。反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄
し、有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をシリカゲルカラムクロ
マトグラフィー (酢酸エチル：ヘキサン＝1：4) により精製し、白色結晶を得た (323 mg, 
0.58 mmol, 35.8%)。 
Mp: 82.5 – 83.2 °C. IR: 3267.2, 3192.0, 2923.9, 2848.7, 2405.1, 1662.5, 1577.7, 1523.7, 
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1465.8, 1438.8, 1409.9, 1284.5, 1234.4, 1033.8, 962.4, 732.9, 686.6, 464.8, 405.0 cm-1. 
1H NMR:  8.34 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.97 (2H, drs), 7.37 – 7.42 (4H, m), 7.00 (2H, t, J 
= 7.6 Hz), 2.16 (4H, t, J = 6.1 Hz), 1.56 – 1.63 (4H, m) 1.26 – 1.36 (16H, m), 0.89 (6H, 
t, J = 6.8 Hz). 
 
1.1.6 N-octanoyl, S-isobutyryl-o-aminothiophenolの合成 
【合成】 
（第一工程）N,S-octanoyl-o-aminothiophenolの合成 
o-aminothiophenol (214 L, 2.00 mmol)を無水 CH2Cl2 5 mLに溶解し、pyridine (400 
L, 1.62 mmol)、octanoyl chloride (4.10 mmol)を加え常温、常圧で 1時間撹拌した。
反応液をCHCl3 で希釈後、1% HCl、飽和NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を
硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をヘキサンにより再結晶し、白色結
晶を得た。 
（第二工程）N-octanoyl, S-isobutyryl-o-aminothiophenolの合成 
N,S-octanoyl-o-aminothiophenolをMeOH-H2Oに溶解し、5N KOH (1 mL)を加え、常
温、常圧で 2時間撹拌した。反応液を HClで酸性 (pH 5~6)にし、CHCl3で希釈後、
1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減
圧濃縮した。減圧濃縮有機層に無水 CH2Cl2 (5 mL)、pyridine (400 L, 1.62 mmol)、
isobutyryl chloride (221 L, 2.10 mmol)を加え常温、常圧で 1時間反応した。反応液
を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を硫酸ナ
トリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をヘキサンにより再結晶し、白色結晶を得
た (469 mg, 1.46 mmol, 73.0%)。 
p–°CR

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cmR  8.31 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.67 (1H, brs), 7.45 (1H, dt, J = 
1.6, 5.2 Hz), 7.39 (1H, dd, J = 1.2, 2.8 Hz), 2.95 (1H, m), 2.32 (3H, t, J = 6.8 Hz), 1.65 
– 1.72 (3H, m) 1.28 – 1.47 (11H, m), 0.73 – 0.88 (4H, m). FAB-MS m/z: 322.3 (M+H)+ 
calcd for C18H27NO2S : 321.48. 
 
1.1.7 N-hexanoyl, S-isobutyryl-o-aminothiophenolの合成 
【合成】 
（第一工程）N,S-hexanoy-o-aminothiophenolの合成 
o-aminothiophenol (214 L, 2.00 mmol)を無水 CH2Cl2 (5 mL)に溶解し、pyridine (400 
L, 1.62 mmol)、hexanoyl chloride (564 L, 4.10 mmol)を加え常温、常圧で 1時間撹
拌した。反応液をCHCl3で希釈後、1% HCl、飽和NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有
機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をヘキサンにより再結晶し、
白色結晶を得た。 
（第二工程）N-hexanoyl, S-isobutyryl-o-aminothiophenolの合成 
N, S-hexanoy-o-aminothiophenol をMeOH-H2Oに溶解し、5N KOH (1 mL)を加え、常
温、常圧で 2時間撹拌した。反応液をHClで酸性(pH 5~6)にし、CHCl3で希釈後、1% 
HCl、飽和NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃
縮した。減圧濃縮有機層に無水 CH2Cl2 (5 mL)、pyridine (400 L, 1.62 mmol)、
isobutyryl chloride (221 L, 2.10 mmol)を加え常温、常圧で 1時間反応した。反応液
を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を硫酸ナ
トリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をヘキサンにより再結晶し、白色結晶を得
た (528 mg, 1.80 mmol, 90.0%)。 
Mp: 45.0 – 45.8 °C. IR: 3307.7, 2954.7, 2931.6, 2869.9, 1693.4, 1658.7, 1577.7, 1519.8, 
1461.9, 1436.9, 1377.1, 1290.3, 1182.3, 1091.6, 972.1, 858.3, 756.0, 651.9, 563.2, 
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445.5 cm-1. 1H NMR:  8.31 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.70 (1H, brs), 7.45 (1H, dt, J = 1.6, 
5.2 Hz), 7.38 (1H, dd, J = 1.2, 2.8 Hz), 2.91 (1H, m), 2.38 (3H, t, J = 6.8 Hz), 1.60 – 
1.70 (3H, m) 1.23 – 1.35 (7H, m), 0.85 – 0.95 (4H, m).  
 
1.2 硝酸エステル基を有する aniline誘導体の合成 
1.2.1 2-(4-(Chloromethyl)benzamido)phenyl 4-(chloromethyl)benzoate (K-211)の合成 
【合成】 
o-aminophenol (0.33 g 3.00 mmol)を CHCl3 (5 mL)に溶解し、pyridine (0.97 mL, 12.00 
mmol)、p-chloromethylbenzoyl chloride (1.13 g, 6.00 mmol)を加え 0 °Cで 2時間撹拌
した。反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機
層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物を再結晶(CHCl3 とヘキサン)し、
白色結晶を得た (0.74 g, 1.79 mmol, 59.7 %)。 
Mp: 151.0 – 152.5 °C. IR: 1722.3, 1672.2, 1454.2, 1253.6, 1178.4, 750.3 cm-1. 1H 
NMR:  5.50 (2H, s), 5.53 (2H, s), 7.03 – 7.06 (1H, m), 7.43 – 7.44 (2H, m), 7.54 (2H, 
d, J = 8.0 Hz), 7.56 (2H, s), 7.75 (1H, t, J = 1.4 Hz), 7.86 (1H, s), 7.90 (2H, d, J = 8.0 
Hz), 8.24 (2H, d, J = 8.4 Hz). FAB-MS m/z: 414 (M+H) +. HRFAB-MS m/z: 
(M+H)+calcd for C22H18Cl2NO3, 414.0662; found, 414.0670. 
 
1.2.2 2-(4-(Nitrooxymethyl)benzamido)phenyl 4-(nitrooxymethyl)benzoate (K-210)の
合成 
K-211 (0.21 g, 0.50 mmol)を無水アセトニトリル(7 mL)に溶解し、AgNO3 (0.41 g, 2.40 
mmol)を加え、遮光条件下 60 °Cで 4時間攪拌した。反応液をセライトろ過して不溶性
物質を除去後、反応液を減圧濃縮した。固形物をカラムクロマトグラフィー(酢酸エチ
ル：CHCl3：ヘキサン＝2：1：1)で目的物を分離し、白色結晶を得た (0.06 g, 0.13 mmol, 
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25.7%)。 
Mp 136.2 °C. IR: 3346.3, 1720.4, 1674.1, 1537.2, 1259.4, 887.2, 750.3 cm-1. 1H NMR: 
 4.92 (2H, s), 5.10 (2H, s), 7.36 (4H, m), 7.43 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.57 (2H, d, J = 8.4 
Hz), 7.77 (2H, d, J = 5.2 Hz), 7.97 (1H, br s), 8.25 (2H, d, J = 4.4 Hz). FAB-MS m/z: 
468 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C22H18N3O9, 468.1044; found, 
468.1046 
 
1.2.3 S- 2-(4-(chloromethyl)benzamido)phenyl 4-(chloromethyl)benzothioate (K-221)
の合成 
【合成】 
o-aminothiophenol (0.64 mL, 5.98 mmol)を CH2Cl2 (15 mL)に溶解し、pyridine (1.50 
mL, 6.08 mmol)、p-chloromethylbenzoyl chloride (2.84 g, 15.02 mmol)を加え 0 °Cで 1
時間撹拌した。反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗
浄し、有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をカラムクロマトグラ
フィー(酢酸エチル：トルエン＝1：8)により再結晶し、白色結晶を得た (1.84 g, 4.31 
mmol, 72.1%)。 
Mp: 158.8 – 159.4 °C. IR: 3384.8, 2974.0, 1674.1, 1502.4, 1409.9, 1101.3, 1018.3, 
896.8, 804.3, 677.0, 541.7, 495.7, 470.6, 435.9, 412.7 cm-1. 1H NMR:  8.53 (2H, t, J = 
10.1 Hz), 8.07 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.79 (2H, d, J = 8.4Hz), 7.57 (4H, dd, J = 3.6 , 15.6 
Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.00 Hz), 4.62 (4H, d, J = 12.2). 
  
1.2.4 2-(3-(Chloromethyl)benzamido)phenyl 3-(chloromethyl) 
benzoate (K-231) の合成 
o-aminophenol (0.11 g, 1 mmol)を CHCl3 (5 mL)に溶解し、pyridine (0.50 mL, 6.19 
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mmol)、m-chloromethylbenzoyl chloride (0.34 mL, 1.81 mmol)を加え 0 °Cで 2時間撹
拌した。反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有
機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をシリカゲルクロマトグラフィ
ー(酢酸エチル/トルエン = 1: 8)より精製後、減圧濃縮し、白色結晶を得た (0.24 g, 
0.57 mmol, 56.9 %)。 
Mp: 154.7 – 157.3 °C. IR: 2399.3, 1215.1, 754.1 cm-1. 1H NMR:  4.52 (2H, s), 4.66 
(2H, s), 7.37 – 7.41 (3H, m), 7.49 – 7.56 (2H, m), 7.72 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.77 (1H, s), 
8.04 (1H, br s), 8.20 (2H, d, J = 7.6 Hz), 8.26 (1H, s), 8.32 (1H, d, J = 7.6 Hz). FAB-MS 
m/z: 414 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C22H18Cl2NO3, 414.0662; found, 
414.0669. 
 
1.2.5 2-(3-(Nitrooxymethyl)benzamido)phenyl 3-(nitrooxymeth 
yl)benzoate (K-230) の合成 
K-231 (0.87 g, 2.11 mmol)をアセトニトリル(5 mL)に溶解し、AgNO3 (3.92 g, 23.0 
mmol)を加え、遮光条件下 60 °Cで 4時間攪拌した。沈殿物を含む反応液をセライト
濾過し、酢酸エチルで洗浄した。ろ液を減圧濃縮し、再結晶 (酢酸エチル、ヘキサン
混液)し、白色結晶を得た (0.42 g, 0.90 mmol, 43.0%)。 
Mp 119.6 – 123.6 °C. IR: 3018.4, 2399.3, 1215.1, 754.1, 669.3 cm-1. 1H NMR:  5.38 
(2H, s), 5.50 (2H, s), 7.30 – 7.33 (2H, m), 7.37 (1H, t, J = 6.8 Hz), 7.46 (1H, t, J = 7.6 
Hz), 7.54 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.60 (1H, t, J = 7.6 Hz), 7.72 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.78 
(2H, d, J = 6.0 Hz), 8.00 (1H, br s), 8.27 (3H, d, J = 4.8 Hz). FAB-MS m/z: 468 
(M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C22H18N3O9, 468.1044; found, 468.1052. 
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1.2.6 3-(4-(Chloromethyl)benzamido)phenyl 4-(chloromethyl) 
benzoate (K-481) の合成 
m-aminophenol (0.50 g, 4.58 mmol)を CHCl3 (5 mL)に溶解し、pyridine (0.88 mL, 
11.00 mmol)、p-chloromethylbenzoyl chloride (2.08 g, 11.00 mmol）を加え 0 °Cで 2時
間撹拌した。反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄
し、有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をヘキサンで洗浄し、
白色結晶を得た (1.60 g, 3.87 mmol, 84.6 %)。 
Mp 130.0 – 131.9 °C. IR: 1737.7, 1267.1, 1253.6, 1215.1, 1151.4 cm-1. 1H NMR:  4.64 
(2H, s), 4.66 (2H, s), 7.02 – 7.05 (1H, m), 7.45 – 7.47 (2H, m), 7.52 – 7.56 (4H, m), 
7.73 (1H, t, J = 6.0 Hz), 7.89 (2H, d, J = 2.0 Hz), 7.88 (1H, s), 8.20 (2H, d, J = 4.4 Hz). 
FAB-MS m/z: 414 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C22H18Cl2NO3, 
414.0662; found, 414.0677. 
 
1.2.7 3-(4-(Nitrooxymethyl)benzamido)phenyl 4-(nitrooxymeth 
yl)benzoate (K-480) の合成 
K-481 (1.00 g, 2.42 mmol)をアセトニトリル(20 mL)に溶解し、AgNO3 (0.77 g, 9.68 
mmol)を加え、遮光条件下 60 °Cで 4時間攪拌した。反応液をセライトろ過後、減圧濃
縮し、白色結晶を得た (0.94 g, 2.02 mmol, 83.3%)。 
Mp 130.4 – 133.1 °C. IR: 1643.2, 1280.6, 1213.1, 850.5, 779.2 cm-1. 1H NMR:  5.50 
(2H, s), 5.53 (2H, s), 7.03 – 7.06 (1H, m), 7.41 – 7.46 (2H, m), 7.53 – 7.56 (4H, m), 
7.75 (1H, s), 7.86 (1H, s), 7.90 (2H, d, J = 8.0 Hz), 8.24 (2H, d, J = 8.0 Hz). FAB-MS 
m/z: 468 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+calcd for C22H18N3O9, 468.1044; found, 
468.1055. 
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1.2.8 N,N-(1,2-Phenylene)bis(4-(chloromethyl)benzamide) (K-251) の合成 
o-phenylene diamine (0.22 g, 2.00 mmol)を CHCl3 (5 mL)に溶解し、pyridine (0.39 mL, 
4.80 mmol)、p-chloromethylbenzoyl chloride (0.91 g, 4.80 mmol)を加え 0 °Cで 2時間
撹拌した。反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、
有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物を再結晶(CHCl3とヘキサ
ン)し、白色結晶を得た (0.94 g, .075 mmol, 37.6 %)。 
Mp 189.9 – 191.4 °C. IR: 1643.2, 1504.4, 1305.7, 1272.9, 754.1, 707.8, 675.0 cm-1. 1H 
NMR:  4,65 (4H, s), 6.95 – 7.00 (2H, m), 7.41 – 7.43 (2H, m), 7.53 (4H, d, J = 8.4 Hz), 
7.98 (4H, d, J = 8.4 Hz), 9.25 (2H, s). FAB-MS m/z: 413 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: 
(M+H)+ calcd for C22H19Cl2N2O2, 413.0824; found, 413.0821. 
 
1.2.9 (4,4-(1,2-Phenylenebis(azanediyl))bis(oxomethylene)bis 
(4,1-phenylene))bis(methylene) dinitrate (K-250) の合成 
K-251 (0.41 g, 1.00 mmol)を無水アセトニトリル(5 mL)に溶解し、AgNO3 (0.68 g, 4.00 
mmol)を加え、遮光条件下 60 °Cで 4時間攪拌した。反応液をセライトろ過し、減圧濃
縮した。得られた粗生成物を再結晶 (酢酸エチルとヘキサン)により精製し、白色結晶
を得た (0.22 g, 0.48 mmol, 48.1%)。 
Mp 152.5 – 158.2 °C. IR: 1629.7, 1280.6, 856.3, 754.1 cm-1. 1H NMR:  5.50 (4H, s), 
7.05 – 7.07 (2H, m), 7.45 – 7.47 (2H, m), 7.54 (4H, d, J = 7.6 Hz), 8.01 (4H, d, J = 8.0 
Hz), 9.19 (2H, s). FAB-MS m/z: 467 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for 
C22H19N4O8, 467.1204; found, 467.1205. 
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1.2.10 4-(Chloromethyl)-N-phenylbenzamide (K-241) の合成 
aniline (0.27 mL, 3.00 mmol)をCHCl3 (5 mL)に溶解し、pyridine (0.29 mL, 3.60 mmol)、
p-chloromethylbenzoyl chloride (0.68 g, 3.60 mmol)を加え 0 °Cで 2時間撹拌した。反
応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を硫
酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物を再結晶(CHCl3とヘキサン)し、白色
結晶を得た (0.67 g, 2.72 mmol, 90.6 %)。 
Mp 164.5 – 166.3 °C. IR: 3346.3, 1654.8, 1598.9, 1529.4, 1438.8, 1325.0 cm-1. 1H 
NMR:  4.64 (2H, s), 7.17 (1H, t, J = 8.0 Hz), 7.39 (2H, t, J = 8.0 Hz), 7.52 (2H, d, J = 
8.0 Hz), 7.63 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.78 (1H, br s), 7.87 (2H, d, J = 8.0 Hz). FAB-MS 
m/z: 246 (M+H)+. HRFAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C14H13ClNO, 246.0686; found, 
246.0684. 
 
1.2.11 4-(Phenylcarbamoyl)benzyl nitrate (K-240) の合成 
K-241 (0.54 g, 1.97 mmol)を無水アセトニトリル(5 mL)に溶解し、AgNO3 (1.70 g, 5.00 
mmol)を加え、遮光条件下 60 °Cで 4時間攪拌した。反応液をセライトろ過後、減圧濃
縮した。得られた粗生成物を再結晶 (酢酸エチルとヘキサン)し、白色結晶を得た 
(0.30 g, 1.11 mmol, 56.3%)。 
Mp 168.0 – 170.9 °C. IR: 3018.4, 2399.3, 1215.1, 786.9, 754.1, 669.3 cm-1. 1H NMR:  
5.50 (2H, s), 7.18 (1H, t, J = 6.8 Hz), 7.39 (2H, t, J = 8.0 Hz), 7.53 
(2H, d, J =7.6 Hz), 7.63 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.80 (1H, br s), 7.91 (2H, d, J = 8.0 Hz). 
FAB-MS m/z: 273 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C14H13N2O4, 
273.0876; found, 273.0876. 
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1.2.12 3-(Chloromethyl)-N-phenylbenzamide (K-243) の合成 
aniline (0.46 mL, 5.00 mmol)をCHCl3 (5 mL)に溶解し、pyridine (0.48 mL, 6.00 mmol)、
m-chloromethylbenzoyl chloride (0.85 mL, 6.00 mmol)を加え 0 °Cで 2時間撹拌した。
反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を
硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物を再結晶(CHCl3とヘキサン)し、白
色結晶を得た (0.78 g, 3.20 mmol, 63.9 %)。 
Mp 127.7 – 129.2 °C. IR: 3018.4, 1222.8, 1207.4, 790.8, 727.1, 667.3 cm-1. 1H NMR:  
4,66 (2H, s), 7.18 (1H, t, J = 8.0 Hz), 7.38 (2H, t, J = 7.6 Hz), 7.50 (1H, t, J = 7.6 Hz), 
7.59 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.65 (2H, d, J = 7.6 Hz), 7.82 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.90 (1H, s). 
FAB-MS m/z: 246 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C14H13ClNO, 
246.0686; found, 246.0690. 
 
1.2.13 3-(Phenylcarbamoyl)benzyl nitrate (K-242) の合成 
K-243 (0.50 g, 2.04 mmol)を無水アセトニトリル(5 mL)に溶解し、AgNO3 (1.36 g, 8.00 
mmol)を加え、遮光条件下 60 °Cで 4時間攪拌した。反応液を減圧濃縮し、得られた
粗生成物を再結晶 (酢酸エチルとヘキサン)し、白色結晶を得た (0.21 g, 0.78 mmol, 
38.4%)。 
Mp 94.1 – 95.3 °C. IR: 3018.4, 1209.3, 785.0, 731.0, 669.3 cm-1. 1H NMR:  5.51 (2H, 
s), 7.18 (1H, t, J = 7.2 Hz), 7.39 (2H, t, J = 7.6 Hz), 7.54 (1H, t, J = 7.6 Hz), 7.60 (1H, d, 
J = 7.2 Hz), 7.64 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.79 (1H, brs), 7.89 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.92 (1H, 
s). FAB-MS m/z: 273 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C14H13N2O4, 
273.0876; found, 273.0875. 
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1.2.14 N-Phenylbenzamide (K-242) の合成 
aniline (0.09 mL, 1.00 mmol)をCHCl3 (5 mL)に溶解し、pyridine (0.08 mL, 1.00 mmol)、
benzoyl chloride (0.14 mL, 1.20 mmol）を加え 0 °Cで 2時間撹拌した。反応液を
CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を硫酸ナトリ
ウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物を再結晶(CHCl3とヘキサン)し、白色結晶を
得た (0.68 g, 0.34 mmol, 34.3 %)。 
Mp 127.7 – 129.2 °C. IR: 3301.9, 1656.7, 1535.2, 1438.8, 750.3 cm-1. 1H NMR:  7.16 
(1H, t, J = 7.6 Hz), 7.38 (2H, t, J = 7.6 Hz), 7.48 – 7.58 (3H, m), 7.65 (2H, d, J = 7.6 
Hz), 7.82 (1H, brs), 7.88 (2H, d, J = 7.2 Hz). FAB-MS m/z: 198 (M+H)+. HR-FAB-MS 
m/z: (M+H)+ calcd for C13H12NO, 198.0920; found, 198.0923. 
 
1.2.15 4-Ethyl-N-phenyl benzamide (K-246) の合成 
aniline (0.09 mL, 1.00 mmol)をCHCl3 (5 mL)に溶解し、pyridine (0.08 mL, 1.00 mmol)、
p-ethylbenzoyl chloride (0.18 mL, 1.20 mmol）を加え 0 °Cで 2時間撹拌した。反応液
を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を硫酸ナト
リウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物を再結晶(CHCl3とヘキサン)し、白色結晶を
得た (0.22 g, 0.97 mmol, 97.3 %)。 
Mp 119.9 – 123.4 °C. IR: 3300.0, 1649.0, 754.1, 518.8 cm-1. 1H NMR:  1.28 (3H, t, J = 
8.0 Hz), 2.73 (2H, q, J = 8.0 Hz), 7.14 (1H, t, J = 7.2 Hz), 7.31 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.36 
(2H, t, J = 7.6 Hz), 7.64 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.79 (2H, d, J = 8.0 Hz). FAB-MS m/z: 226 
(M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C15H16NO, 226.1233; found, 226.1233. 
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1.2.16 4-(Hydroxymethyl)-N-phenyl benzamide (K-246) の合成 
K-241 (0.10 g, 0.41 mmol)を 1,4-dioxane (5 mL)に溶解し、LiOH (5 mL, 5.00 mmol)を
加え室温で 72時間撹拌した。反応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽
和食塩水で洗浄し、有機層を硫酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物をシリ
カゲルカラムクロマトグラフフィー(酢酸エチルとトルエン= 1:1)し、白色結晶を得た 
(0.05 g, 0.20 mmol, 49.6 %)。 
Mp 143.2 – 146.3 °C. IR: 3290.3, 2945.1, 2833.2, 2356.9, 2337.6, 1028.0 cm-1. 1H 
NMR:  4.80 (2H, s), 7.16 (1H, t, J = 6.3 Hz), 7.38 (2H, t, J = 7.8 Hz), 7.50 (2H, d, J = 
7.8 Hz), 7.65 (2H, d, J = 8.3 Hz), 7.79 (1H, brs), 7.88 (2H, d, J = 7.8 Hz). ESI-MS m/z: 
228.2 (M+H)+. HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C14H14NO2, 228.1025; found, 
228.1023. 
 
1.2.17 Phenyl 4-(chloromethyl)benzoate (K-491) の合成 
phenol (0.09 g, 1.00 mmol)を CHCl3 (5 mL)に溶解し、pyridine (0.10 mL, 1.20 mmol)、
p-chloromethylbenzoyl chloride (0.23 g, 1.20 mmol）を加え 0 °Cで 2時間撹拌した。反
応液を CHCl3で希釈後、1% HCl、飽和 NaHCO3、飽和食塩水で洗浄し、有機層を硫
酸ナトリウムで脱水後、減圧濃縮した。粗生成物を再結晶(CHCl3とヘキサン)し、白色
結晶を得た (0.14 g, 0.56 mmol, 55.7 %)。 
Mp 72.2 – 76.6 °C. IR: 1730.0, 1274.9, 1195.8, 1072.3, 742.5 cm-1. 1H NMR:  4.63 
(2H, s), 7.21 (2H, d, J = 8.4 Hz), 7.27 (1H, t, J = 7.6 Hz), 7.42 (2H, t, J = 8.4 Hz), 7.52 
(2H, d, J = 8.0 Hz), 8.19 (2H, d, J = 8.4 Hz). FAB-MS m/z: 247 (M+H)+. HR-FAB-MS 
m/z: (M+H)+ calcd for C14H12ClO2, 247.0527; found, 247.0527. 
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1.2.18 Phenyl 4-(nitrooxymethyl)benzoate (K-490) の合成 
K-491 (0.10 g, 0.41 mmol)を無水アセトニトリル(5 mL)に溶解し、AgNO3 (0.34 g, 2.03 
mmol)を加え、遮光条件下 60 °Cで 4時間攪拌した。反応液を減圧濃縮し、得られた
粗生成物を再結晶 (酢酸エチルとヘキサン)し、白色結晶を得た (0.08 g, 0.29 mmol, 
70.8%)。 
Mp 108.3 – 109.2 °C. IR: 1735.8, 1618.2, 1280.6, 881.4, 752.2, 688.5 cm-1. 1H NMR:  
5.52 (2H, s), 7.22 (1H, t, J = 8.2 Hz), 7.30 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.44 (2H, t, J = 8.0 Hz), 
7.55 (2H, d, J = 8.0 Hz), 8.25 (2H, d, J = 6.4 Hz). FAB-MS m/z: 274 (M+H)+. 
HR-FAB-MS m/z: (M+H)+ calcd for C14H12NO5, 274.0716; found, 274.0714. 
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第二節 硝酸エステル基を有する aniline誘導体K-240によるがん細胞増殖抑制機
構の解明 
 
2.0 使用試薬 
NCX4040は、論文の方法に従い合成した。26) 抗-tubulin と -actinは、Sigma 
Aldrichから購入した。抗phospho-histone H3 (Ser 10)は、Cell signalingから購入した。 
 
2.1 細胞培養 
ヒト大腸がん細胞株 HCT116、SW620、ヒト肺がん細胞株 A549の培養にはMcCoy’s 
5A培地を使用した。また、ヒト乳がん細胞株 SKBR3、MCF-7、MDA-MB-231の培養
には RPMI-1640培地を用いた。細胞は 10% FBS、50 g/mL penicillinG と 50 
g/mL streptomycin sulfateを含む培地中で、5% CO2 と 95% 空気環境下、37 °Cの
条件下で培養した。 
 
2.2 WST-1 assay 
細胞を Trypsin 0.25% (200 L)で 3 min間処理し、細胞を回収後、各種細胞濃度
（HCT116、SW620、A549: 1.0 × 104 cells/mL; SKBR3、MCF-7、MDA-MB-231: 3.7 × 
104 cells/mL)に調製し 96 well plateに細胞液を 135 Lずつ播種した。24時間後、各
化合物を最終濃度が 1, 10, 25, 50、100、そして 200 Mになるように添加した。コントロ
ールとして終濃度 0.5%の DMSOを用いた。72時間薬剤処理後、cell counting kit 
(Dojindo)を添加し、CO２インキュベーターでさらに４時間培養後、オートプレートリーダ
ー(測定波長 450 nm, 参照波長 630 nm)で吸光度を測定することにより、細胞の生存
率を算出した。 
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2.3 細胞周期の解析 
HCT116細胞を 60 mmシャーレに 1.0 × 106 cells/dishの濃度で播種し、24時間後に
無血清培地 1 mLで細胞を 2回洗浄し、無血清培地 5 mLの培地に変えた。さらに 24
時間後、もう一度無血清培地 1 mLで細胞を 2回洗浄し、各薬剤を無血清培地で終濃
度(K-210, K-240 20 M; NCX4040 40 M; vincristine 150 nM; コントロール 0.4% 
DMSO)に調製し、細胞を 24時間薬剤で処理した。細胞は冷やした 1×PBS 1 mLで 2
回洗浄し、Trypsin 0.25%ではがした。細胞と培地を混合し、遠心分離後、上清を廃棄
した。遠心チューブに沈殿した細胞は、Cycle Test Plus DNA reagent Kitの手順に従
って処理し、FACSTMCant II によって細胞内の DNA 量を測定した。 
 
2.4 免疫染色 32) 
長崎大学の河野道明先生に次の手順で観察して頂いた。ヒト線維肉腫細胞株
HT1080を各種薬剤(K-210, K-240 10 M; taxol, vincristine 100 nM)で 4時間処理し、
論文の方法を用いて処理した。細胞は蛍光顕微鏡で観察した。 
 
2.5 tubulin重合阻害試験 
各濃度の薬剤(K-210、K-240: 220 M、vincristine110 M)を General Tubulin Buffer
で調製した。対照物質は 22% DMSOを用いた。各薬剤 5 Lを 96 well plateにそれぞ
れ移し、37 °Cで暖めた。tubulin溶液は、精製 tubulin (10 mg/mL General Tubulin 
Buffer 120 L)は、tubulin reaction mixture (General Tubulin Buffer 368 L, Tubulin 
Glycerol Buffer 99.6 L, 100 mM GTP stock solution 6 L, 1 mg/mL DAPI solution 6 
Lを含む)と混和した。この tubulin溶液(2.0 mg/mL)を 50 Lずつ既に 37 °Cで暖め
ている薬剤の各 wellに添加する。tubulinの重合化反応を 100分以上蛍光プレートリ
ーダー(測定波長: 励起波長 340 nm/蛍光波長 460 nm、kinetic mode)で測定した。 
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2.6 TUNEL法 
細胞周期の解析と同じ方法で薬剤処理まで行った。細胞は冷やした 1×PBS 1 mLで 2
回洗浄し、Trypsin 0.25%ではがした。細胞と培地を混合し、遠心分離後、上清を廃棄
することで細胞を回収した。細胞は、Promega社の DeadEndTM Fluorometirc TUNEL 
Systemの手順に従って処理し、FACSTMCant II によって解析した。 
 
2.7 Griess assay 
本試験では、McCoy’s 5A の代わりに 10% FBS を含むMEM (フェノールレッド不含)
を用いて HCT116細胞を培養した。定法に従って細胞を薬剤処理した。薬剤処理後、
細胞をセルスクレーパーで掻きとり、培地と細胞を遠心分離した。遠心後の上清を使
用し、NO2/NO3 Assay Kit-C II(Colorimetric) ～ Griess Reagent Kit～ (Dojindo 
Laboratories)の手順に従い測定した。 
 
2.8 Western blotting 
細胞周期の解析と同じ方法で薬剤処理まで行った。培地の上清の細胞は遠心分離に
より回収した。細胞は冷やした 1×PBS 1 mLで 2回洗浄し、400 Lの CR lysis buffer 
(pH 8.0 and 1% Nonidet P-40 were adopted in place of pH 7.4 and 1% Triton-X 100, 
respectively)で 0 °Cで 1時間処理した。細胞溶解液を 4 °C 14000 × gで 15分間遠心
分離した。タンパク質濃度は、BCA protein assay Kit (Thermo Fisher Scientific)を用い
て測定した。7.5 gに調製した各タンパク抽出液を用いて、SDS-PAGEを行った後、
PVDF膜にタンパク質を転写した。ブロッティングは、1 × Tris-HCl buffer saline, 5% 
nonfat milk, 0.05% Tween 20を含む溶液で行った。リン酸化タンパク質の場合は、1 × 
Tris–HCl buffer saline, 12.5 mM NaF, 1% nonfat milk, 1% BSA, 0.05% Tween 20を含
む溶液で行った。また、ブロッティングで使用した液を目的タンパク質のプローブの希
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釈液に用いた。目的タンパク質の検出は、ECL chemiluminescenceを用いて行った。 
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第三節 ヒト大腸がん細胞株 HCT116 移植ヌードマウスに対する K-240 による抗腫
瘍活性の評価に関する実験 
 
3.0 がん細胞移植ヌードマウスに対する抗腫瘍活性 
5週齢の BALB/c SIc-nu/nu マウス(♀)を購入し、一週間ゲージになれさせた。培養フ
ラスコで培養した HCT116を通常の細胞処理と同様に細胞をはがし、McCoy’s 5A で
1×107 (cells/mL) の細胞懸濁液を作製した。6週齢になった BALB/c SIc-nu/nu マウ
スの背中二箇所にマウスの調製したHCT116細胞懸濁液を100 Lずつ皮下に播種し
た。移植したがん細胞の腫瘍体積を以下の計算式(腫瘍体積 (mm3) ＝ 0.5×長径 
(mm) × 短径 (mm) × 短径 (mm))で算出し、腫瘍体積が 80 mm3程度になってから
薬物の腹腔内投与を開始した。10% HCO-60 (硬化ヒマシ油) を含む 1×PBSで薬物を
所定の濃度に希釈し、25Gの針をつけたシリンジで腹腔内投与した。投与は 2日、2
日、3日のスケジュールで 2週間行った。投与時に、ヌードマウスに移植した腫瘍のサ
イズ、マウスの体重を測定した。腫瘍はノギスを用いて腫瘍の長径と短径を測定した。
測定したデータから腫瘍体積の増加率、体重の変化率を算出した。 
 
3.1 腫瘍のヘマトキシリン・エオシン染色 
株式会社アプライドメディカルリサーチ社において、次の方法で評価して頂いた。ヌー
ドマウスにおける抗腫瘍抑制試験終了後、マウスから腫瘍を取り出し、4%ホルマリン固
定液で固定した。固定した腫瘍は、定法にてパラフィン包埋し、ミクロトームにより 4 m
厚切片をスライドグラスに張り付け、ヘマトキシリン・エオシン染色にて病理組織学的観
察を行った。 
  
 72 
 
第三章に関する実験 
 
第一節 ヒト乳がん細胞株MCF-7における benomylのがん細胞増殖抑制機構の解
明 
4.0 使用試薬 
Benomyl、carbendazimは、Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany)から購入した。
Forskolinは、Calbiochem (Fontenay sous Bois, France)から購入した。Vorinostat は論
文の方法にしたがって合成した。57) 抗acetyl -tubulin、acetyl-histone H3 (Total)、
aromataseはSigma-Aldrich (St. Louis, MO)から購入した。ISOGEN2は、Wako 
Chemicals (Osaka, Japan)から入手した。ReverTra Ace® qPCR RT Kitは、Toyobo 
(Osaka, Japan)から購入した。Taq DNA porimeraseとstandard Taq bufferは、New 
England Biolabs, Inc (Ipswich, USA)から購入した。dNTP mixtureは、Takara Bio Inc. 
(Shiga, Japan)から購入した。SYBR® gold nucleic acid gel stainは、InvitrogenTM, Life 
Technologies Corporation (California, USA)から購入した。 
 
4.1 細胞培養 
ヒト乳がん細胞株MCF-7の培養にはRPMI-1640培地を用いた。細胞は 10% FBS、50 
g/mL penicillinG と 50 g/mL streptomycin sulfateを含む培地中で、5% CO2 と 95%
空気環境下、37 °Cの条件下で培養した。 
 
4.2 WST-8 assay 
MCF-7細胞を Trypsin 0.25% (200 L)で 3 min間処理し、細胞を回収後、3.7 × 104 
(cells/m)に調製し、96 well plateに細胞液を 135 Lずつ播種した。24時間後、
benomylは、または carbendazimを最終濃度が 1, 10, 25, 50、そして 100 Mになるよう
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に添加した。対照物として終濃度 0.5%の DMSOを用いた。72時間薬剤処理後、cell 
counting kit-8 (Dojindo)を添加し、CO2インキュベーターでさらに４時間培養後、オート
プレートリーダー(測定波長 450 nm, 参照波長 630 nm)で吸光度を測定することにより、
細胞の生存率を算出した。IC50値は、コントロールに対して 50% 細胞増殖を抑制する
濃度とした。 
 
4.3 tubulin重合阻害試験 
benomylは、最終濃度 30、60 M となるように General Tubulin Bufferで調製した。対
照物質は 22% DMSO、陽性対象物として vincristine 10 Mを用いた。各薬剤 5 Lを
96 well plateにそれぞれ移し、37 °Cで暖めた。tubulin溶液は、精製 tubulin (10 
mg/mL General Tubulin Buffer 120 L)は、tubulin reaction mixture (General 
Tubulin Buffer 368 L, Tubulin Glycerol Buffer 99.6 L, 100 mM GTP stock 
solution 6 L, 1 mg/mL DAPI solution 6 L を含む)と混和した。この tubulin溶液
(2.0 mg/mL)を 50 Lずつ既に 37 °Cで暖めている薬剤の wellに添加する。tubulin
の重合化反応を 100分以上蛍光プレートリーダー(測定波長: 励起波長 340 nm/蛍光
波長 460 nm、kinetic mode)で測定した。 
 
4.3 免疫染色法 
MCF-7細胞を1.0 × 105 cells/dishの濃度でchamber slideに播種した。24時間後、細胞
をbenomyl (5, 又は40 M)、0.5% DMSO、またはVorinostat (1 M)で24時間処理した。
薬剤処理後、培地を取り除き、3% paraformaldehyde solution を含むPBS (200 L)を
用いて30分間室温で固定処理を行った。細胞をPBSで2回洗浄後、0.05% 
TritonX-100を含むPBS溶液で5分間処理することにより、透過処理を行った。細胞を
再度PBSで洗浄し、3% skim milkを含むPBSで室温条件下、1時間処理することにより
 74 
 
ブロッキングを行った。PBS溶液(3% skim milkを含む)で100倍希釈したanti-acetyl 
-tubulinの一次抗体で細胞を処理(4°C, 一晩)した。処理後、細胞をPBSで2回洗浄し、
FITC-conjugated二次抗体を500倍希釈したPBS溶液 (3% skim milk, 2 g/mL PI, 35 
g/mL RNaseを含む)で処理 (30分間, 室温)した。染色後、細胞を蛍光顕微鏡で観
察した。 
 
4.4 細胞周期解析 
MCF-7細胞を 60 mmシャーレに 1.0 × 106 cells/dishの濃度で播種した。24時間後に
培地を除去し、培地 1 mLで 2回洗浄後、培地で調製した各薬剤終濃度(benomyl, 
carbendazim 5、40 M; vincristine 150 nM; コントロール 0.4% DMSO)で細胞を 24時
間処理した。細胞は冷やした 1×PBS 1 mLで 2回洗浄し、Trypsin 0.25%ではがした。
細胞と培地を混合し、遠心分離後、上清を廃棄した。遠心チューブに沈殿した細胞は、
Cycle Test Plus DNA reagent Kitの手順に従って処理し、FACSTMCant II によって細
胞内の DNA 量を測定した。 
 
4.5 HDAC阻害活性の測定 
benomylとcarbendazimによるHDAC 1 – 3阻害活性は、Fluorimetric Drug Discovery 
Assay Kit (Enzo Life Science, PA)を用いて行い、手順書の通りに行った (Cat. 
HDAC1, BML-AK511-0001; HDAC2, BML-AK512-0001; HDAC3, 
BML-AK531-0001). 
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第二節 ヒト乳がん細胞株MCF-7における benomylによる aromataseの発現、及び
活性の影響の評価 
 
5.1 Western blotting 
MCF-7細胞を 60 mmシャーレに 1.0 × 106 cells/dishの濃度で播種した。24時間後に
培地を除去し、培地 1 mLで 2回洗浄後、培地で調製した各薬剤終濃度(benomyl 5、
10、20、40 M; Vorinostat 1 M; forskolin 100 nM; コントロール 0.4% DMSO)で細
胞を 24時間処理した。薬剤処理後、培地の上清の細胞を遠心分離により回収した。
細胞は冷やした 1×PBS 1 mLで 2回洗浄し、400 LのCR lysis buffer (pH 8.0 and 1% 
Nonidet P-40 were adopted in place of pH 7.4 and 1% Triton-X 100, respectively)で
0 °Cで 1時間処理した。細胞溶解液を 4 °C 14000 × gで 15分間遠心分離した。タン
パク質濃度は、BCA protein assay Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて測定した。
7.5 gに調製した各タンパク抽出液を用いて、SDS-PAGEを行った後、PVDF膜にタ
ンパク質を転写した。ブロッティングは、1 × Tris-HCl buffer saline, 5% nonfat milk, 
0.05% Tween 20を含む溶液で行い、一次抗体 (histone H3, acetylated histone H3, 
aromatase, -actin)は 2500倍希釈して用いた。二次抗体は、horseradish peroxidase 
GE Healthcare UK Ltd. (Buckingham, U.K.)製を用いた。目的タンパク質の検出は
ECL chemiluminescenceを用いて検出した。 
 
5.2 RT-PCR 
MCF-7細胞を 100 mmシャーレに 1.0 × 106 cells/dishの濃度で播種し、シャーレの約
80%を満たすまで培養した。80%到達後、培地を除去し、培地(1 mL)で 2回洗浄後、
benomyl (1、又は 40 M)、 forskolin (100 nM) 、または control (0.4% DMSO)で 24
時間処理した。培地を除去し、細胞を冷 PBS (1 mL)で 2回洗浄し、ISOGEN2 (500 
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L)で細胞を溶解し、ISOGEN2のプロトコルに従い、Total RNAを抽出した。RNAの
濃度は、SmartSpec3000 (Bio-rad Laboratories, Hercules, CA)を用いて、260 nmの吸
光度を測定することにより求めた。各サンプルの Total RNAを 0.1 gに調製し、
ReverTra Ace® qPCR RT Kitを用い、手順書通りに逆転転写反応を行った。PCR反応
液は、Taq DNA porimeraseを standard Taq buffer(dNTP mixture と精製水を含む)と混
和したものを用いた。プライマーは、[5-CAAGGTTATTTGATGCATGG (human 
aromatase forward primer), 5-TTCTAAGGCTTTGCGCATGAC (human aromatase 
reverse primer), 5-CCACCCAGGCAAATTCCATGGCA (GADPH forward primer) 
and 5-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC (GADPH reverse primer)] (Gene 
Design, Inc., Osaka, Japan)を用いた。cDNAは逆転写のサイクルは次の工程を 34サイ
クル行った。initial cycle of 90°C for 45 sec (denaturation), 72°C for 90 sec (extension), 
and 55°C for 45 sec (annealing)。PCR産物は、1.5% agarose-TAE ゲルを用いて電気
泳動したものを SYBR® gold nucleic acid gel stainで染色し、確認した。 
 
5.3 MCF-7の benomylに対する耐性の測定 
細胞を10% FBSを含む倍地中で、96 well-plateに播種(5000 cells /well)した。2日間培
養後、培地を活性炭/デキストラン処理した血清5%を含む培地に交換した。さらに、
0.1% DMSO (control)、又はbenomyl (1.0, 2.5, 5, 10 M),を添加し、さらに5日間培養
した。WST-8 methodにより生細胞率を測定し、細胞増殖率は、0.1% DMSOと比較し
て算出した。 
 
5.4 間接法によるMCF-7のaromatase活性の測定 
本試験法は、testosterone を含むが、estrogenを含まない培地中で細胞増殖を評価す
ることでMCF-7のaromatase活性を測定する。細胞増殖は、aromataseによって男性ホ
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ルモンを女性ホルモンに生変換する能力に依存する。細胞は5% FBSを含む培地中
で、96 well-plateに播種(1350, または5000 cells /well)した。2日間培養後、培地を活
性炭/デキストラン処理した血清5%とtestosterone (10M)を含む培地と交換した。さら
に、0.1% DMSO (control)、又はbenomyl (1.0, 2.5, 5, 10 M),を添加し、さらに5日間培
養した。WST-8 methodにより生細胞率を測定し、細胞増殖率は、0.1% DMSOと比較
して算出した。 
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第四章に関する実験 
 
第一節 2-hydroxy-1-naphthaldehyde 骨格、または硝酸エステル基を有する aniline
誘導体の合成と HDACs, Sirtuins阻害活性の評価 
 
6.1 2-hydroxy-1-naphthaldehyde骨格の aniline誘導体の合成 
【合成】 
2-hydroxy-1-naphtaldehyde (0.17 g, 1.0 mmol)、aniline (0.09 mL, 1.0 mmol)を無水
MeOH (2 mL)に加え、室温で 30分撹拌しながら反応させた。その後、反応液を減圧
濃縮し、黄色結晶化合物(KS-220) (0.13 g, 51.8 mmol, 51.8%)を得た。同様の方法で
2-hydroxy-1-naphthaldehyde誘導体を合成した。なお、本誘導体は既知物質であった
ため、データは載せていない。 
 
6.2 HDAC 1, 4, 6, Sirtuin 1 – 3の阻害活性の評価 57) 
HDAC 1, 4, 6, Sirtuin 1 – 3は、理化学研究所CSRSの吉田稔先生、伊藤昭博先生に
測定して頂いた。 
 
6.3 細胞培養 
ヒト大腸がん細胞株 HCT116、SW620、ヒト肺がん細胞株 A549の培養にはMcCoy’s 
5A培地を使用した。また、ヒト乳がん細胞株 SKBR3、MCF-7、MDA-MB-231の培養
には RPMI-1640培地を用いた。細胞は 10% FBS、50 g/mL penicillinG と 50 g/mL 
streptomycin sulfateを含む培地中で、5% CO2 と 95% 空気環境下、37 °Cの条件下
で培養した。 
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6.4 WST-8 assay 
細胞を Trypsin 0.25%(200 L)で 3 min間処理し、細胞を回収後、各種細胞濃度
(HCT116、SW620、A549: 1.0 × 104 cells/mL; SKBR3、MCF-7、MDA-MB-231: 3.7 
× 104 cells/mL)に調製し 96 well plateに細胞液を 135 Lずつ播種した。24時間後、
各化合物を最終濃度が100 Mになるように添加した。コントロールとして終濃度 0.5%
の DMSOを用いた。72時間薬剤処理後、培地を除去し、cell counting kit-8を 10%含
む培地を 150 L添加し、CO２インキュベーターでさらに 4時間培養後、オートプレート
リーダー(測定波長450 nm, 参照波長630 nm)で吸光度を測定することにより、細胞の
生存率を算出した。 
 
6.5 Western blotting 
SW480細胞を 60 mmシャーレに 1.0 × 106 cells/dishの濃度で播種した。24時間後
に培地を除去し、培地 1 mLで 2回洗浄後、Etoposide最終濃度 20 Mを含む培地で
KS-226、KS-228を最終濃度 100 M となるように調製した。対象物として 1% DMSO
を用いた。薬剤処理 24時間後、細胞は冷やした 1×PBS 1 mLで 2回洗浄し、400 L
の CR lysis buffer (pH 8.0 and 1% Nonidet P-40 were adopted in place of pH 7.4 and 
1% Triton-X 100, respectively)で 0 °Cで 1時間処理した。細胞溶解液を 4 °C 14000 × 
gで 15分間遠心分離した。タンパク質濃度は、BCA protein assay Kit (Thermo Fisher 
Scientific)を用いて測定した。7.5 gに調製した各タンパク抽出液を用いて、
SDS-PAGEを行った後、PVDF膜にタンパク質を転写した。ブロッティングは、1 × 
Tris-HCl buffer saline, 5% nonfat milk、0.05% Tween 20を含む溶液で行い、500倍希
釈した p53, acetylated p53 (K382)の一次抗体で一晩処理した。二次抗体は、
horseradish peroxidase GE Healthcare UK Ltd. (Buckingham, U.K.)製を用いた。目的
タンパク質の検出は ECL chemiluminescenceを用いて検出した。 
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6.6 細胞周期の解析 
SW480細胞を 60 mmシャーレに 1.0 × 106 cells/dishの濃度で播種した。24時間後
に培地を除去し、培地 1 mLで 2回洗浄後、培地で KS-226、KS-228を最終濃度が
100 M となるように調製した。細胞は冷やした 1×PBS 1 mLで 2回洗浄し、Trypsin 
0.25%ではがした。細胞と培地を混合し、遠心分離後、上清を廃棄した。遠心チューブ
に沈殿した細胞は、Cycle Test Plus DNA reagent Kitの手順に従って処理し、
FACSTMCant II によって細胞内の DNA 量を測定した。 
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